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Отчет 62 с., 23 рис., 1 табл., 57 источников, 4 прил.
BRUCELLA SPP., ПРОТЕКТИВНЫЕ БЕЛКИ, ВЕКТОРНЫЕ ВАКЦИНЫ, ВИРУС ОСПЫ ОВЕЦ, ПРОТИВОВИРУСНЫЙ ИММУНИТЕТ
Объектом исследований является вирус оспы овец Capripoxvirus. 
[bookmark: z70]Цель исследований – конструирование рекомбинантных штаммов вируса оспы овец, экспрессирующих протективные антигены Brucella spp., и изучение их иммунобиологических свойств.
При выполнении научно-исследовательских работ использованы современные методы молекулярной биологии, генетической инженерии, вирусологии и иммунологии.
В результате получено семь рекомбинантных вирусов оспы овец со встройкой в локусе тимидинкиназы одного из целевых генов Brucella spp., кодирующих белки omp16, omp19, omp25, SOD, L7/L12, IalB или химерный ген omp19/sodC. Наличие целевого гена в вирусном геноме подтверждено методом ПЦР.
Для двух рекомбинантных вирусов SPPV(TK-)omp19 и SPPV(TK-)omp19/sodC проведены исследования по определению стабильности. Методом последовательного пассирования в культуре клеток тестикул ягненка установлено, что рекомбинанты сохраняют генетическую стабильность в течение пяти пассажей (срок наблюдения). Рекомбинантные вирусы SPPV(TK-)omp19 и SPPV(TK-)omp19/sodC депонированы в Коллекции микроорганизмов НИИПББ КН МОН РК.
Установлено наличие транзиентной экспрессии в поксвирусной системе гена omp19. 
Для изучения экспрессии целевых генов рекомбинантными вирусами получены очищенные препараты бактериально-экспрессированных белков omp16, omp19, omp25, SOD, L7/L12, IalB и специфические сыворотки к ним на мышах.
Основные конструктивные и технико-экономические показатели – генетически стабильные рекомбинантные штаммы вируса оспы овец экспрессирующие гены бруцеллы.
Область применения – медицинская /ветеринарная вирусология.
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Есеп 62 б., 23 сур., 1 кест., 57 әдебиет көздері, 4 қос. 
BRUCELLA SPP., ПРОТЕКТИВТІ БЕЛОКТАР, ВЕКТОРЛЫ ВАКЦИНАЛАР, ҚОЙ ШЕШЕГІ ВИРУСЫ, ВИРУСҚА ҚАРСЫ ИММУНИТЕТ
Зерттеу насаны қой шешегі вирусы Capripoxvirus.
Жұмыстың мақсаты Вrucella spp. протективті антигендерді экспрессиялайтын қой шешегі вирусының рекомбинантты штаммддарын құрастыру және олардың иммунобиологиялық қасиеттерін зерттеу болып табылады. 
Зерттеулерді жүзеге асыру барысында молекулярлық биологияның, генетикалық инженерияның, вирусология және иммунологияның заманауи әдістері қолданылды. 
Зерттеулер нәтижесінде omp16, omp19, omp25, SOD, L7/L12, IalB немесе omp19/sodC химера генінің белоктарын кодтайтын  Brucella spp. гендерінің біреуі тимидинкиназа локусы бойынша енгізілген жеті қой шешегі вирусының рекомбинантты вирустары алынды. Вирус геномындағы тұтас геннің бар болуын ПТР әдісі арқылы расталды. 
SPPV(TK-)omp19 және SPPV(TK-)omp19/sodC осы екі рекомбинантты вирустарға тұрақтылықты анықтау бойынша зерттеулер жүргізілді. Қозы тестикуласы жасушасында тізбекті пассаждау әдісі арқылы рекомбинанттардың бес пассаж (бақылау уақыты) бойы генетикалық тұрақтылықты сақтайтындары анықталды. SPPV(TK-)omp19 және            SPPV(TK-)omp19/sodC рекомбинантты вирусатар БҚПҒЗИ ҒК ҒБМ ҚР микроорганизмдер коллекциясына енгізілді.
omp19 генінің поксвирус жүйесінде транзиентті экспрессиясы айқындалды. Рекомбинантты вирустармен тұтас гендердің эксперссиясын зерттеу мақсатында omp16, omp19, omp25, SOD, L7/L12, IalB белоктардың тазартылған бактериалды-экспрессияландырылған препараттары және оларға телімді сарысулар тышқандарды қолдана отыра алынды.
Негізгі жобалық және техникалық-экономикалық көрсеткіштер – Бруцелла гендерін экспрессиялайтын қой шешегі вирусының генетикалық тұрақты рекомбинантты штаммдары.
[bookmark: _GoBack]Қолдану аймағы – медициналық /ветеринарлы вирусология
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В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями, обозначениями и сокращениями:
Трансфе́кция – процесс введения нуклеиновой кислоты в клетки эукариот невирусным методом.
Рекомбинация – процесс обмена генетическим материалом путём разрыва и соединения разных молекул. 
ДНК		дезоксирибонуклеиновая кислота
ДНС		доцецилсульфат натрия
ДОХ		дезоксихолат натрия
ИПТГ		изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид
ИФА		иммуноферментный анализ
ОРС		открытая рамка считывания
ПААГ		полиакриламидный гель
п.о.		пары оснований нуклеотидов
ПСП		полусинтетическая среда пристеночная
ПЦР		полимеразная цепная реакция
ПЭГ		полиэтиленгликоль
ТК		тимидинкиназа
ТЯ 		тестикула ягненка
ФБР		фосфатный буферный раствор
ЭДТА		этилендиаминтетрауксусная кислота
BCIP		5-бром-4-хлор-3 -индолилфосфат, соль п-толуидина
NBT		нитро-синий тетразолий хлорид 
gpt		ген ксантин-гуанин-фосфорибозилтрансферазы
PBS		фосфатно-буферный солевой раствор
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Бруцеллез – опасное инфекционное заболевание животных и человека. Возбудителем инфекции являются грамотрицательные, неспорообразующие, факультативные, внутриклеточные бактерии рода Brucella шести видов: В. melitensis, В. abortus, В. suis, В. neotomae, В. canis и В. ovis, три из которых являются патогенными для человека: возбудители бруцеллеза мелкого крупного рогатого скота (B. melitensis), крупного рогатого скота (B. abortus) и свиней (B. suis). Источником инфекции и естественным резервуаром являются больные парнокопытные животные [1].
Бруцеллез продолжает оставаться важной проблемой здравоохранения, пока существуют естественные резервуары. В настоящее время для профилактики бруцеллеза у животных используют живые аттенуированные вакцины на основе штаммов S19 [2] и RB51 [3], главным недостатком которых является их вирулентность для человека [4, 5]. Тем не менее, программы иммунизации животных должны проводиться, чтобы снизить заболеваемость людей. За рубежом для искоренения бруцеллеза программа иммунизации включала вакцинацию не инфицированных животных и забой инфицированных животных [6, 7]. В Казахстане ежегодно проводится обследование животных на бруцеллез, больных животных изолируют и отправляют на убой, из-за высокой вирулентности вакцины не используют. Однако, такой подход не может применяться в странах, которые не в состоянии обеспечить реституцию скота или удаление зараженных животных из-за культурных убеждений.
Следует также отметить, что природный резервуар Brucella spp. расширяется за счет проникновения в дикую фауну [8, 9]. Восприимчивыми к B. abortus являются американский бизон (Bison bison) и лось (Cervus elaphus) [10], которые являются природным резервуаром в дикой фауне [11, 12]. Контроль за распространением инфекции в дикой фауне, в том числе и в Казахстане, весьма ограничен, и в конечном итоге постоянно существует вероятность заражения домашних животных и человека. Отсутствие надежных средств лечения и профилактики данного заболевания, а также простота распространения в виде аэрозоля вызывает тревогу за незаконное использование возбудителя [13, 14]. 
В связи с этим, разработка эффективных вакцин против бруцеллеза для животных и человека является приоритетной задачей. Вакцины должны быть безопасными как для целевых домашних и диких животных, так и для человека. Вакцины должны вызывать долгосрочную защиту от инфекции у значительной части животных и предотвращать колонизацию и сероконверсию после контакта с вирулентными полевыми штаммами. Поскольку механизм формирования иммунного ответа неизвестен, важно, чтобы вакцины в процессе развития индуцировали как клеточный, так и гуморальный иммунный ответ. Перспективным направлением в разработке вакцины, отвечающей указанным требованиям, является создание рекомбинантной векторной вакцины. В качестве векторов используют вирусы разных семейств: поксвирусы [15, 16, 17], герпесвирусы [18, 19], аденовирусы [20, 21], ретровирусы [22, 23] и другие. Учеными НИИПББ проведены исследования по разработке векторной противобруцеллезной вакцины на основе гриппозного вектора. В результате были получены рекомбинантные штаммы вируса гриппа, экспрессирующие белки SodC, Omp19, Omp16 и L7/L12 [24], дана оценка иммуногенности и протективности разработанной векторной вакцины [25, 26]. Генетическая нестабильность вируса гриппа диктует необходимость поиска альтернативного вектора.
Широкое использование в качестве векторов поксвирусов стало возможным благодаря ряду важных преимуществ в сравнении с другими вирусами, включая большой размер вирусного генома (140 – 300 тысяч пар оснований) способного удерживать до 25 тысяч оснований чужеродной ДНК [27], специфические поксвирусные промоторы и ферменты транскрипции, репликация в цитоплазме инфицированных клеток без интеграции в геном хозяина [28], способность представлять чужеродные антигены на поверхности инфицированных клеток, которые, в свою очередь, индуцируют клеточные и гуморальные иммунные ответы [29, 30], также исключительная термостабильность.
Исследовательской группой проекта накоплен огромный опыт работы с поксвирусами. В рамках проекта грантового финансирования ГФ4/1071 «Каприпоксвирус как универсальный вектор для разработки вакцин против инфекционных заболеваний» исследовательской группой были получены базовые плазмиды интеграции для рекомбинации генома вакцинного штамма НИСХИ вируса оспы овец по двум локусам [31] и рекомбинантные штаммы вируса, экспрессирующие зеленый флуоресцирующий белок в клетках пермиссивных и непермиссивных хозяев.
Научная новизна проекта. Вирус оспы овец будет впервые использован для экспрессии протективных белков бруцелл. При этом будут использованы экспрессионные кассеты, включающие несколько встраиваемых генов или эпитопов, позволяющие получить уникальную вакцину против бруцеллеза животных и человека. Такая вакцина позволит не только обеспечить высокую иммуногенность и протективность (за счет индукции как клеточного, так и гуморального иммунного ответа на протективные антигены), но и будет полностью безопасна, благодаря делеции ряда генов вирулентности вируса оспы овец.
Значимость проекта. Реализация проекта в перспективе позволит разработать эффективные безопасные противобруцеллезные вакцины, что будет способствовать эпизоотическому благополучию в республике, успешной реализации целого ряда целевых программ развития животноводства, направленных на обеспечение качественной животноводческой продукцией как внутреннего, так и внешнего рынков. Кроме того, выполнение будет способствовать формированию высококвалифицированных специалистов в области биотехнологии, вирусологии, ветеринарной иммунологии и инфекционной патологии животных, развитию современной биотехнологической промышленности.
Основной целью проекта является конструирование рекомбинантных штаммов вируса оспы овец, экспрессирующих протективные антигены Brucella spp., и изучение их иммунобиологических свойств.
Задачи отчетного периода:
- получение рекомбинантных штаммов вируса оспы овец;
- оценка уровня экспрессии целевых генов в культуре клеток;
- оценка стабильности рекомбинантных штаммов вируса оспы овец.
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Существует ряд методов получения рекомбинантных поксвирусов. Наиболее широко используемым подходом для вставки чужеродной ДНК в геном поксвирусов остается гомологичная рекомбинация. Принципиальная схема гомологичной рекомбинации вирусной и плазмидной ДНК описана Falkner & Moss [32]. В инфицированные поксвирусом клетки трансфецируют интегративный вектор [33] или вирусную ДНК [34], в результате чего происходит гомологичная рекомбинация ДНК. Первым этапом является единичное событие кроссинговера, которое приводит к интеграции полноразмерной вектора в геном поксвируса. Из-за наличия повторов происходит второе событие кроссинговера с образованием либо вируса дикого типа, либо рекомбинантного вируса, содержащего чужеродные последовательности ДНК (рисунок 1). 
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Рисунок 1 – Схема событий при гомологичной рекомбинации (адаптирован из [32])

При конструировании интегративного вектора следует соблюдать следующие условия: место встраивания должно быть неважным для репликации вируса в клетке и сама вставка не должна нарушать работу соседних генов; целевой ген с промотором должен быть фланкирован последовательностями ДНК (не менее 50, но лучше более 100 п.о.), гомологичные месту вирусного генома, в которое планируется поместить целевой ген [35].
Для эффективной вставки фрагментов ДНК размером до 25000 п.о. в геном вируса осповакцины был предложен метод прямого лигирования in vitro [27, 36]. Фрагменты вирусного генома, полученные после расщепления эндонуклеазами рестрикции по уникальным сайтам, лигировали с чужеродными фрагментами ДНК и трансфецировали в клетки, которые были инфицированы условно-летальным вирусом-помощником. Без специального скрининга или отбора до 25 % бляшек содержали вирус с геномными вставками. При использовании скрининга для отбора рекомбинантов все бляшки содержали вирус с геномными вставками. 
Не смотря на преимущества (возможность вставки больших фрагментов ДНК в вирусный геном и исключение промежуточных нестабильных рекомбинантов) данный метод не нашёл широкого использования из-за трудностей, связанных с манипулированием большой ДНК, и необходимости в вирусах-помощниках.
Одним из первых генов, используемых для инсерционного мутагенеза, стал ген тимидинкиназы. Dubbs and Kit [37] описали естественное возникновение ряда мутантов вируса осповакцины, дефицитных по активности тимидинкиназы (TK), и метод отбора TK-негативных мутантов с использованием 5-бром-2'-дезоксиуридина (BUdR). Определение местоположения гена ТК в вирусном геноме [33] позволило встраивать в него чужеродные гены и отбирать рекомбинанты биохимически на основе их TK-негативного фенотипа или другими методами скрининга [38]. Однако не для всех поксвирусов активность гена TK является несущественной. Так, для некоторых представителей авипоксвирусов не удалось получить стабильные ТК-негативные мутанты [39, 40, 41]. В связи с этим идет поиск альтернативных сайтов в геноме поксвирусов для встраивания гетерологичных последовательностей ДНК.
На сегодняшний день секвенированы и аннотированы геномы многих поксвирусов, определены функции ряда генов, установлены гены, определяющие вирулентность поксвирусов [42, 43]. Это дало возможность осуществлять поиск возможных генов для встраивания гетерологичных последовательностей, мутации которых приводят к аттенуации вирусного вектора [44]. Так, было установлено, что на ряду с мутациями гена ТК не оказывают влияния на репликацию вируса осповакцины в культуре клеток и в организме мышей мутации генов гемагглютинина (НА) и малой субъединицы рибонуклеотидредуктазы (RR) [45]. TK-мутант характеризовался снижением уровня репликации в организме мышей по сравнению с исходным штаммом NYCBH, еще более аттенуированными в этом отношении были HA- и RR-мутанты. Кроме того, мутанты с делецией RR не передавались от первично инфицированных мышей чистым животным. С использованием в качестве сайта для встраивания гена RR был получен рекомбинантный штамм вируса нодулярного дерматита, экспрессирующий гликопротеин вируса бешенства [46]. Полученный рекомбинантный вирус был стабилен и вызывал у крупного рогатого скота гуморальный иммунный ответ, который был продемонстрирован в ELISA и реакции нейтрализации вируса бешенства. 
Поксвирусы реплицируются в цитоплазме и используют свои собственные системы транскрипции [47]. В связи с этим для экспрессии чужеродных генов открытая рамка считывания должна располагаться под контролем поксвирусного промотора. Гены поксвирусов и их промоторы подразделяются на ранние, промежуточные и поздние в зависимости от времени их экспрессии в процессе поксвирусной инфекции [48, 49]. Некоторые промоторы имеют как ранние, так и поздние элементы, обеспечивая непрерывную экспрессию генов [50]. Среди наиболее часто используемых промоторов для экспрессии чужеродных генов следует отметить ране/поздний промотор p7.5K и поздний промотор p11 вируса осповакцины. Промотор p7.5 используют в качестве стандарта при поиске новых промоторов или оптимизации имеющихся [51, 52]. Кроме естественных промоторов вируса осповакцины для экспрессии чужеродных генов были разработаны синтетические промоторы: ране/поздний [53], и поздний [54]. 
Установлено, что поксвирусные промоторы генетически консервативны и для рекомбинации могут быть использованы экзогенные поксвирусные промоторы. Так, промотор p7.5 вируса осповакцины использовали в вирусе оспы птиц (FPV) для экспрессии трансгена. Транскрипция в FPV была инициирована на раннем и позднем элементе промотора и заканчивалась на последовательности терминации, сходной с последовательностью терминации p7.5 в вирусе осповакцины, приводя к тому же трансгену [55, 56].
Выбор и оптимизация промотора один из основных этапов при разработке векторных вакцин и усилении их иммуногенности [57]. Промотор определяет время и уровень экспрессии гена. Так, если экспрессию белка требуется получить до проявления цитопатического действия вирусов в монослое клеток, следует использовать ранние промоторы. Сильные поздние промоторы обеспечивают самый высокий уровень экспрессии [54]. 
Для скрининга рекомбинантных вирусов используют гены репортерных белков, которые кодируют нейтральные для клеток белки, легко обнаруживаемые в клетках или селективные антибиотики. Чаще всего в качестве репортерных используются гены β-глюкуронидазы (GUS), β-галактозидазы и зеленого флюоресцентного белка (GFP). Наличие первых двух ферментов можно определить путем гистохимического окрашивания тканей in situ. Белок GFP способен флюоресцировать в видимой (зеленой) области спектра при облучении длинноволновым УФ. Эта флюоресценция обусловлена непосредственно белком, для ее проявления не требуется субстратов или кофакторов. Одним доминантных селективных маркеров является ген гуанинфосфорибозилтрансферазы (gpt) Escherichia coli. Было показано, что микофеноловая кислота (MPA), ингибитор метаболизма пурина, блокирует репликацию вируса осповакцины в нормальных клеточных линиях. Однако рекомбинантные вирусы, экспрессирующие gpt, способны реплицироваться в селективной среде, содержащей MPA, ксантин и гипоксантин [32].
В данном этапе реализации проекта методом гомологичной рекомбинации получены рекомбинантные штаммы вируса оспы овец, в геном которых по локусу тимидинкиназы был встроен один из генов бруцелл: omp16, omp19, sodС, L7/L12, IalB, omp25 или химерный ген omp19/sodС. Селекция и отбор рекомбинантных вирусов проводили методом временной доминантной селекции с использоанием в качестве селективного маркера ген gpt. Начаты работы по определению стабильности рекомбинантов и оценке уровня экспрессии чужеродных генов. 
[bookmark: _Toc496091352][bookmark: _Toc22385105]2 Материалы и методы
[bookmark: _Toc496091353][bookmark: _Toc22385106]2.1 Штаммы вирусов и бактерий
[bookmark: _Toc496091354]- вирус оспы овец, штамм НИСХИ;
- E. coli Т7/pET/Omp16;
- E. coli Т7/pET/Omp19;
- E. coli Т7/pET/L7/L12;
- E. coli Т7/pET/SOD;
- E. coli ER2566/pET/Omp25;
- E. coli ER2566/pET/IalB.
[bookmark: _Toc464721979][bookmark: _Toc496091356][bookmark: _Toc22385107]2.2 Трансфекция инфицированных вирусом оспы овец клеток ТЯ плазмидной ДНК
Монослой клеток ТЯ, полученный в шести луночном планшете, дважды отмывали питательной средой без сыворотки (ПСП-0), затем инфицировали вирусом с множественностью заражения 0,1 ТЦД50 на клетку, инкубировали 4 ч при 37 °С. После чего, удаляли вируссодержащую суспензию с монослоя клеток, монослой дважды отмывали ПСП-0 и проводили трансфекцию рекомбинантной плазмиды интеграции с использованием липофектамина. Трансфекцию осуществляли согласно протоколу производителя, используя 1-2 мкг ДНК на одну лунку шести луночного планшета. В качестве питательной среды использовали ПСП-0 с добавлением селективной химии (250 мкг/мл ксантина, 15 мкг/мл гипоксантина и 25 мкг/мл микофеноловой кислоты).
[bookmark: _Toc464721980][bookmark: _Toc496091357][bookmark: _Toc22385108]2.3 Селекция рекомбинантных вирусов оспы овец
Селекцию рекомбинантных вирусов проводили путем 2-3 кратного последовательного пассирования трансфецированного клеточного лизата в культуре клеток ТЯ в присутствии селективной химии (250 мкг/мл ксантина, 15 мкг/мл гипоксантина и 25 мкг/мл микофеноловой кислоты).
[bookmark: _Toc22385109]2.4 Клонирование рекомбинантных вирусов методом бляшек
Для клонирования рекомбинантных вирусов методом бляшек использовали монослой клеток ТЯ в 6-луночных планшетах. Вируссодержащий клеточный лизат обрабатывали трипсином. Для этого к 850 мкл фосфатно-буферного солевого раствора добавляли 50 мкл 20× раствора трипсин-ЭДТА [1 % трипсина, 0,4 % ЭДТА, PBS] и 100 мкл вируссодержащего клеточного лизата после селективного пассажа. Суспензию вортексировали и инкубировали 10 мин при комнатной температуре, вновь вортексировали и использовали для приготовления разведений вируса, учитывая что полученная после обработки трипсином суспензия является разведением 10-1. Для получения единичных бляшек использовали разведения вируса от 10-4 до 10-6. Каждым разведением вируса инфицировали по 2 лунки с монослоем клеток ТЯ в объеме 1 мл/лунка. Инкубировали 60 мин при температуре 37 °С, затем удаляли вируссодержащую суспензию с монослоя клеток и осторожно вносили 3 мл 0,5 % раствора агарозы, приготовленного на питательной среде ПСП-2. После застывания агарозы планшеты переносили в СО2 инкубатор. Через 5-7 сут инфицированные клетки окрашивали нейтральным красным. Готовили 0,03 % раствор нейтрального красного в PBS. В каждую лунку вносили      1 мл раствора красителя и инкубировали 2-3 ч при температуре 37 °С. По истечении времени инкубации удаляли жидкость из лунок. Нейтральный красный окрашивает только живые клетки, инфицированные клетки (бляшки) остаются неокрашенными. Единичные бляшки переносили в свежую культуру клеток для накопления вирусной массы. После чего проводили ПЦР-анализ полученных клонов.
[bookmark: _Toc22385110]2.5 Клонирование рекомбинантных вирусов методом предельного разведения
Использовали культуру клеток ТЯ в 24-луночных планшетах. Готовили разведения вируса от 10-5 до 10-7. Каждым разведением вируса инфицировали 12-24 лунки 24-луночного планшета, внося по 0,5 мл/лунка. Инкубировали 7-10 сут в СО2 инкубаторе при 37 °С. После чего проводили ПЦР анализ полученных клонов.
[bookmark: _Toc22385111]2.6 ПЦР-анализ рекомбинантных вирусов
ДНК из клеточных лизатов выделяли с использованием реагента PrepMan™ Ultra Sample Preparation Reagent, Applied Biosystems согласно инструкции производителя. Для обнаружения встраиваемых генов в вирусном геноме использовали специфические праймеры, последовательности которых приведены в таблице 1. Структуру локуса тимидинкиназы определяли с использованием праймеров PCR-TK-F- 5’-aattataggacctatgttttctggc-3’ и PCR-TК-R1 5’-cagcgtctttataacattccat-3’. Размер продукта ПЦР при анализе структуры локуса для родительского штамма вируса составляет 400 п.о., размеры рекомбинантных локусов для каждого варианта приведены в таблице 1. Реакцию амплификации ДНК проводили в объеме 25 мкл: 2,5 мкл 10× буфера, 0,5 мкл 10 мМ смеси дНТФ, по 1 мкл прямого и обратного праймеров (10 pmol), 1,25 U Taq-полимеразы ДНК, 1 мкл вирусной ДНК, воды до 25 мкл. Температурный режим: 95 °С – 5 мин; 30 циклов 95 °С – 30 с, 50 °С– 30 с, 72 °С – 2 мин; 72 °С – 7 мин.

Таблица 1 – Праймеры, используемые для обнаружения встраиваемых генов
	Целевой ген
	Название праймеров
	Последовательность праймеров, 5’ – 3’
	Размер продукта для целевого гена, п.о.
	Размер продукта для ТК-локуса, п.о.

	L7/L12
	L7/L12-FP
	AGTTCAACCTTGGCGCCAGCAGCTT
	117
	940

	
	L7/L12-RP
	CGGCGGCGCTAACAAGATCAACGTG
	
	

	SOD
	SOD -F
	CGCCATGGTTAAGTCCTTATTTATTGC
	533
	1045

	
	SOD -R
	CGCTCGAGTTCGATCACGCCGCAGGCAAAA
	
	

	Omp25
	Omp25-F
	ACCATGGTTGCTGCCGACA
	400
	1058

	
	Omp25-R
	CCGAGCACATTGAGAAAGGCA
	
	

	Omp16
	Omp16-F
	CGCTCGAGCCTTCCGGCCCCGTTGAGAA
	516
	1045

	
	Omp16-R
	CGCATATGCGCCGTATCCAGTCGATTGCA
	
	

	Omp19
	Omp19-F
	CGCATATGGGAATTTCAAAAGCAAGTCT
	542
	1046

	
	Omp19-R
	CGCTCGAGGCGCGACAGCGTCACGGCCT'
	
	

	IalB
	IalB-F
	ACGGTCGACCTTGGTCAATGCCTG
	489
	998

	
	IalB-R
	TCTAGATCTAGCCTCCCTGCCCGG
	
	

	Omp19-SOD
	PCR-X19-F
	CGGCCCTGTCCTGAAGAATAGAG
	558
	1545

	
	PCR-X19-R
	TGGCGGAAATCAAGCAGC
	
	



[bookmark: _Toc22385112]2.7 Определение стабильности рекомбинантных вирусов
Определение стабильности рекомбинантных вирусов проводили путем проведения пяти последовательных пассажей в культуре клеток ТЯ. На первом и на пятом пассажных уровнях проводили ПЦР анализ для определения структуры локуса тимидинкиназы и наличия целевого гена в вирусном геноме.
[bookmark: _Toc22385113]2.8 Оценка уровня экспрессии целевых генов рекомбинантными вирусами в культуре клеток
Для оценки транзиентной (с плазмид интеграции) экспрессии целевого гена проводили трансфекцию инфицированной культуры клеток плазмидными ДНК. Через 48 ч после трансфекции монослой клеток механически снимали с поверхности, клетки собирали центрифугированием 200 g 10 мин. Наличие целевых белков подтверждали методом иммуноблота. 
Для оценки экспрессии целевых генов рекомбинантными поксвирусами инфицировали монослойную культуру клеток в 12-луночном планшете в объеме 0,2 мл/лунка с активностью 5 lg ТЦД50/мл. Инкубировали в течение 1 ч при 37 °С в CO2 инкубаторе. Затем в каждую лунку добавляли по 0,8 мл ПСП-2 и продолжали инкубировать. Отбор проб для анализа проводили с интервалом 2 ч первые 12 ч, затем каждые 24 ч в течение 3 сут. Клетки механически снимали и собирали центрифугированием 200 g 10 мин. Осадок клеток хранили при минус 70 °С до проведения анализа. 
[bookmark: _Toc371006443][bookmark: _Toc403067450][bookmark: _Toc22385114]2.9 ДСН-ПААГ-электрофорез и иммуноблот
Электрофоретическое разделение белков проводили в 12 % ДСН-ПААГе. Для визуализации белков использовали окрашивание Coomassie G-250 или иммунодетекцию. Для иммунодетекции белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану. После трансфера белков мембрану блокировали в течение 1 ч при комнатной температуре в буфере ББ [150 мМ NaCl, 20 мМ трис-HCl, pH 7,5, 0,1 % твин-20, 5 % обезжиренного сухого молока]. Затем инкубировали с первичными (специфическими) антителами, разведенными 1:10000 в буфере ББ, в течение 1 ч при комнатной температуре, отмывали от не связавшихся антител буфером TBS-T [150 мМ NaCl, 20 мМ трис-HCl, pH 7,5, 0,5 % твин-20] и затем инкубировали со вторичными антителами, меченными щелочной фосфатазой, в разведении, рекомендуемом производителем, при тех же условиях. После чего проявляли добавлением субстрата BCIP/NBT. 
В качестве специфических антител использовали поликлональные мышиные сыворотки к бактериально экспрессированным целевым белкам. Положительным контролем при постановке иммуноблотов служили очищенные бактериально-экспрессированные белки.
[bookmark: _Toc22385115]2.10 Получение бактериально-экспрессированных белков и сывороток к ним
[bookmark: _Toc22385116]2.10.1 Бактериальная экспрессия целевых белков
Использовали рекомбинантные бактериальные штаммы-продуценты, указанные в п. 2.1. Глицериновый сток клеток (5 мкл) производственного банка вносили в 30 мл среды LB-kan50 (среда LB, содержащая 50 мкг/мл канамицина) и инкубировали в течение ночи при    37 °C на шейкере для получения ночной культуры. Ночную культуру разводили средой LB-kan50 в соотношении 1:50 (к 196 мл LB среды добавляли 4 мл ночной культуры), после чего клетки выращивали при 37 °C до OD600=0,6-1 на шейкере (200 об/мин). Экспрессию индуцировали добавлением ИПТГ до 1 мМ и продолжали инкубирование при 37 °C в течение 4 часов. До индукции и после отбирали по 20 мкл суспензии клеток для анализа в ДСН-ПААГ. Клетки собирали центрифугированием при 4000 об/мин 20 мин. Образцы для анализа и осадки клеток хранили при минус 20 °C до их использования.
[bookmark: _Toc22385117]2.10.2 Очистка рекомбинантных белков
В процессе экспрессии рекомбинантные белки L7/L12, omp19 и IalB накапливались в бактериальной клетке в растворимой фракции и соответственно их очистку проводили в нативных условиях, белки omp16, omp 25 и sodC формировали в бактериальной клетке включения и их очистку осуществляли в денатурирующих условиях.
Лизис клеток и солюбилизация включений
Осадки клеток размораживали и растворяли в буфере 1 [100 мМ трис НCl рН 8,0, 150 мM NaCl, 1 % тритон Х-100, 1 % дезоксихолат натрия (ДОХ)] из расчета 30 мл буфера на 2 г клеток. К полученной суспензии добавляли лизоцим до конечной концентрации 1 мг/мл. Далее проводили двукратно процесс замораживания-оттаивания. Клетки замораживали при минус 70 °C в течение 30 мин, оттаивали – при 37 °C в течение 30 мин. Затем суспензию инкубировали при 4 °С в течение ночи. После центрифугировали при 4 °C 15000×g 15 мин (надосадок – фракция растворимого белка, осадок – тельца включения). При необходимости получения включений осадок последовательно промывали буфером 2 [100 мМ трис НCl,        рН 8,0, 150 мM NaCl, 1 % тритон Х-100], буфером 3 [100 мМ трис НCl, рН 8,0, 1 M NaCl], буфером 4 [50 мМ трис НCl, рН 7,5]. Осадок ресуспендировали в буфере 5 [20 мМ ФБР, рН 7,4, 300 мM NaCl, 8 М мочевины, 5 мМ имидазола, рН 7,4] и инкубировали при 4 °С в течение ночи для полной солюбилизации.
Очистка рекомбнантных белков в нативных / денатурирующих условиях
Очистку проводили согласно протоколу производителя. Полученные белковые фракции фильтровали через мембраны с диаметром пор 0,22 мкм и соединяли с Ni-NTA-агарозой, предварительно уравновешенной буфером NBB [20 мМ ФБР, 300 мM NaCl, 5 мМ имидазол, рН 7,4] / DBB [20 мМ ФБР, 300 мM NaCl, 8 М мочевины, 5 мМ имидазол, рН 7,4]. Далее смолу промывали 10-кратным объемом буфера NWB [20 мМ ФБР, 300 мM NaCl, 15 мМ имидазол, рН 7,4] / DWB [20 мМ ФБР, 300 мM NaCl, 8 М мочевины, 15 мМ имидазол, рН 7,4]. Белок элюировали 5-кратным объемом буфера NЕB [20 мМ ФБР, 300 мM NaCl, 500 мМ имидазол, рН 7,4] / DЕB [20 мМ ФБР, 300 мM NaCl, 8 М мочевина, 500 мМ имидазол, рН 7,4]. 
Рефолдинг рекомбинантных белков 
Рефолдинг очищенных белков проводили путем диализа при 4 ºС на магнитной мешалке в течение ночи в буфере [20 мМ ФБР, 300 мM NaCl, 4 М мочевина рН 7,4] для белков, очищенных в денатурирующих условиях и в буфере [20 мМ ФБР, 300 мM NaCl рН 7,4] для белков, очищенных в нативных условиях. Растворы белков после диализа концентрировали с использованием ПЭГ 6000 и стерилизовали фильтрованием через мембранные фильтры с диаметром пор 0,22 мкм. 
Концентрацию белка определяли методом Лоури по СОП-СМК-НИИПББ-НР-176-2019. Степень чистоты определяли методом электрофореза в ДСН-ПААГ.
[bookmark: _Toc22385118]2.10.3 Получение специфических сывороток к рекомбинантным белкам
Эксперименты с животными проводили в соответствии с действующим национальным и международным законодательством. Протокол-заявка №6 утвержден Комиссией по биоэтике НИИПББ КН МОН РК от 25 сентября 2017 года.
Для получения специфических сывороток к рекомбинантным белкам использовали беспородных белых мышей (самки, 6-8 недель, масса 18-20 г). Очищенные белки соединяли с адъювантом Montanide Gel 01, SEPPIC в соотношении 9:1 (об./об.) согласно протоколу производителя. Иммунизацию мышей проводили подкожно четырехкратно в дозе 30 мкг белка на мышь с интервалом 2 недели. Забор крови проводили из хвостовой вены. Активность сывороток тестировали в ИФА. 
[bookmark: _Toc22385119]2.10.4 Иммуноферментный анализ (ИФА)
Для постановки ИФА 96-луночные планшеты (TPP, Швейцария) сенсибилизировали рекомбинантными белками. С этой целью в каждую лунку планшета вносили по 100 мкл карбонат-бикарбонатного буфера, содержащего 2 мкг/мл рекомбинантного белка. Планшеты инкубировали в течение ночи при 4 °С. Затем планшеты трехкратно отмывали буфером TBST [150 мМ NaCl, 20 мМ трис-HCl, pH 7,5, 0,1 % твин-20] от не связавшегося белка и блокировали активные центры связывания блокирующим буфером [150 мМ NaCl, 20 мМ трис-HCl, pH 7,5, 5 % обезжиренное сухое молоко], (100 мкл/лунка). Двукратные разведения исследуемых сывороток вносили по 100 мкл в лунки планшета, инкубировали в течение 1 ч при 37 °С. После трехкратной отмывки буфером TBST в лунки планшета вносили конъюгаты анти-мышиных IgG со щелочной фосфатазой (Sigma, США) в разведении 1:5000 и инкубировали в течение 1 ч при 37 °С. Планшеты отмывали трехкратно буфером TBST и вносили по 100 мкл субстрата для щелочной фосфатазы (pNPP) (Sigma, США), инкубировали 30 мин. Оптическую плотность измеряли с использованием микропланшетного ридера ImmunoChem-2100 при длине волны 405/630 нм. Титром считали наибольшее разведение сыворотки, в которой оптическая плотность специфической сыворотки в два и более раз превышала таковую нормальной сыворотки.
[bookmark: _Toc496091364][bookmark: _Toc22385120]3 Результаты исследований
[bookmark: _Toc496091366][bookmark: _Toc22385121]3.1 Получение рекомбинантных штаммов вируса оспы овец
В отчетный период были продолжены работы по получению рекомбинантных штаммов вируса оспы овец, экспрессирующих антигенные белки Brucella spp. Рекомбинацию вирусного генома проводили согласно СОПам, разработанным ранее в лаборатории молекулярной биологии и генной инженерии НИИПББ. Основные этапы работ приведены на рисунке 2.
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Рисунок 2 – Схема процесса получения рекомбинантных каприпоксвирусов
 
Трансфекцию инфицированной культуры клеток проводили параллельно семью плазмидами интеграции, полученными нами в рамках реализации первого этапа данного проекта: pIN-TK-OMP16, pIN-TK-OMP19, pIN-TK-OMP25, pIN-TK-SOD, pIN-TK-OMP19&SOD, pIN-TK-IalB, pIN-TK-L7/L12. Для обогащения вирусной популяции рекомбинантами проведено по 2 селективных пассажа для каждого варианта клеточных лизатов. Популяции полученных вирусов после второго селективного пассажа были использованы для клонирования с целью отбора рекомбинантных вирусов. 
[bookmark: _Toc22385122]3.1.1 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)omp19
На первом этапе было проведено клонирование вирусов методом предельного разведения. В результате чего получено 46 клонов, три из них имели в геноме целевой ген (рисунок 3А). Анализ локуса соответствовал родительскому типу вируса (рисунок 3Б). 
После однократного пассажа и анализа методом ПЦР для дальнейшего клонирования методом бляшек были использованы клоны 27D5 и 28С35. Было отобрано и размножено          47 бляшек. ПЦР анализ показал, что только один вирусный клон имел целевой ген (42С5) (рисунок 4А). Анализ структуры локуса показал, что данный клон имеет рекомбинантный генотип (рисунок 4Б).  
Таким образом, в результате проведенных исследований получен рекомбинантный вирус rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5), геном которого включал целевой ген и структура локуса соответствовала рекомбинантному типу. Рекомбинантный вирус rSPPV(TK-)omp19 депонирован в Коллекции микроорганизмов РГП НИИПББ КН МОН РК (ПРИЛОЖЕНИЕ В).

[image: ]
А – анализ на наличие целевого гена OMP19, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 3 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом предельного разведения 
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация61.tif]
А – анализ на наличие целевого гена OMP19 в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначен выбранный клон

Рисунок 4 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом бляшек под агарозным покрытием 
[bookmark: _Toc22385123]3.1.2 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)omp19/sodC
В результате клонирования клеточного лизата второго селективного пассажа методом предельного разведения получено 46 клонов. ПЦР анализ показал, что три клона 35В3, 35В5 и 35С5 имеют в составе генома целевой ген (рисунок 5А), при этом один из них 35В5 имел структуру локуса рекомбинантного типа (рисунок 5Б). 
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А – анализ на наличие целевого гена omp19/sodC в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 5 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом предельных разведений 

Таким образом, в результате проведенных исследований получен рекомбинантный вирус rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5), геном которого включал целевой ген, и структура локуса соответствовала рекомбинантному типу. Рекомбинантный вирус rSPPV(TK-) omp19/sodC депонирован в Коллекции микроорганизмов РГП НИИПББ КН МОН РК (ПРИЛОЖЕНИЕ В).
[bookmark: _Toc22385124]3.1.3 Получение рекомбинантного вируса оспы овец для rSPPV(TK-)omp16
В результате клонирования клеточного лизата после селективных пассажей методом предельного разведения получено 69 клонов, которые были проанализированы в ПЦР (рисунок 6). Целевой ген был обнаружен для большого числа клонов, при этом структура локуса у них была родительского или смешанного типа. Для дальнейшего клонирования было отобрано 4 клона 61С5, 61D4, 62C5 и 62D5 (обозначены звездочкой на рисунке 6).
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А – анализ на наличие целевого гена omp16 в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 6 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом предельных разведений 

Таким образом, за отчетный период были отобраны четыре вирусных клона, в геном которых встроен целевой ген omp16: 61С5, 61D4, 62C5 и 62D5. На основании результатов ПЦР анализа структуры локуса следует, что данные вирусы вероятно имеют нестабильный генотип, когда в вирусный геном интегрирована вся плазмидная ДНК (рисунок 1). Работы по отбору рекомбинантных вирусов со стабильным генотипом продолжаются. 
[bookmark: _Toc22385125]3.1.4 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)omp25
В результате клонирования клеточного лизата после селективных пассажей методом предельного разведения получено 46 клонов. Анализ полученных клонов в ПЦР показал, что 20 клонов имеют целевой ген (рисунок 7А), по структуре локуса относятся к родительскому типу вируса (рисунок 7Б). 
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А – анализ на наличие целевого гена omp25 в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль (рекомбинантный генотип), ОК – отрицательный контроль (родительский генотип), (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 7 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом предельных разведений 

Для дальнейшей работы были выбраны клоны 33А1, 33С6. После однократного пассажа в культуре клеток ТЯ клоны сохранили целевой ген в геноме (рисунок 8А).
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А – анализ на наличие целевого гена omp25 в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль (рекомбинантный генотип), (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 8 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов после однократного пассажа

Таким образом, за отчетный период были получены два вирусных клона, в геном которых встроен целевой ген omp25: 33А1, 33С6. На основании результатов ПЦР анализа структуры локуса следует, что данные вирусы вероятно имеют нестабильный генотип, когда в вирусный геном интегрирована вся плазмидная ДНК (рисунок 1). Работы по отбору рекомбинантных вирусов со стабильным генотипом продолжаются. 
[bookmark: _Toc22385126]3.1.5 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)L7/L12
В результате клонирования клеточного лизата после селективных пассажей методом предельного разведения получено 23 клона, которые были проанализированы методом ПЦР (рисунок 9). 
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А – анализ на наличие целевого гена L7/L12 в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 9 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом предельных разведений 

В результате ПЦР анализа установлено, что все анализируемые клоны имеют целевой ген, 18 из анализируемых клонов по структуре локуса относятся к родительскому типу вируса, остальные 5 клонов имеют смешанный тип. Для дальнейшей работы были отобраны клоны 60А6, 60В3 и 60D3, для которых был проведен однократный пассаж. На основании ПЦР анализа установлено наибольшее содержание целевого гена в вирусной популяции клона 60D3 (рисунок 10). 
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А – анализ на наличие целевого гена L7/L12 в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 10 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов после однократного пассажа 

Таким образом, за отчетный период был получен вирусный клон 60D3, в геном которого встроен целевой ген L7/L12. На основании результатов ПЦР анализа структуры локуса следует, что данный вирус вероятно имеет нестабильный генотип, когда в вирусный геном интегрирована вся плазмидная ДНК (рисунок 1). Работы по отбору рекомбинантных вирусов со стабильным генотипом продолжаются. 
[bookmark: _Toc22385127]3.1.6 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)SOD
В результате клонирования клеточного лизата после селективных пассажей методом бляшек под агарозным покрытием получено 23 клона, которые были проанализированы методом ПЦР (рисунок 11). 
[image: ]
А – анализ на наличие целевого гена sodС в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 11 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом бляшек под агарозным покрытием 

В результате ПЦР анализа установлено, что 3 клона 52С3, 52С4, 52С5 содержали целевой ген sodС, по структуре локуса которые относятся к родительскому типу вируса. После проведения однократного пассажа по результатам ПЦР-анализа для дальнейшей работы был выбран клон 52С5.
Таким образом, за отчетный период был получен рекомбинантный вирусный клон 52С5, в геном которого встроен целевой ген sodС. На основании результатов ПЦР анализа структуры локуса следует, что данный вирус вероятно имеет нестабильный генотип, когда в вирусный геном интегрирована вся плазмидная ДНК (рисунок 1). Работы по отбору рекомбинантных вирусов со стабильным генотипом продолжаются.
[bookmark: _Toc22385128]3.1.7 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)IalB
В результате клонирования клеточного лизата после селективных пассажей методом предельного разведения получено 46 клонов, которые были проанализированы методом ПЦР (рисунок 12). 
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А – анализ на наличие целевого гена IalB в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 12 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом предельных разведений 

В результате ПЦР анализа установлено наличие целевого гена для 28 клонов имеют целевой ген, анализ структуры локуса этих клонов показал, что 10 из них имели смешанный генотип, 18 – родительский генотип. Однократный пассаж клонов 58С2, 58С4 и 59D3 показал, что целевой ген сохранился в геноме только двух вирусных клонов 58С4 и 59D3 (рисунок 13А). 
Таким образом, за отчетный период были получены два вирусных клона 58С4 и 59D3, в геном которых встроен целевой ген IalB. На основании результатов ПЦР анализа структуры локуса следует, что данный вирус вероятно имеет нестабильный генотип, когда в вирусный геном интегрирована вся плазмидная ДНК (рисунок 1). Работы по отбору рекомбинантных вирусов со стабильным генотипом продолжаются.
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А – анализ на наличие целевого гена IalB в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 13 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов после однократного пассажа

[bookmark: _Toc22385129][bookmark: _Toc496091380]3.2 Оценка уровня экспрессии целевых генов в культуре клеток 
В отчетный период начаты работы по оценке уровня экспрессии целевых генов в культуре клеток. На первом этапе необходимо было получить препараты очищенных белков и анти-сыворотки к ним. 
[bookmark: _Toc22385130]3.2.1 Получение очищенных белков
С этой целью были использованы бактериальные штаммы продуценты рекомбинантных белков бруцелл, полученные нами ранее (OMP16, OMP19, SOD, L7/L12), а также штаммы-продуценты белков OMP25 и IalB, полученные в рамках реализации данного проекта. Для экспрессии белков использовали по 3 л бактериальной культуры клеток с OD600=0,8. Анализ этапов очистки представлен на рисунках 14-19. 
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М – маркер молекулярного веса; 1 – до индукции, 2 – после индукции; 3 – общий клеточный лизат; 4 – включения; 5 – проскок через колонку; 6-8 – отмывка; 9-11 – элюция белка 
Рисунок 14 – Электрофоретический анализ полипептидного состава фракций в процессе очистки рекомбинантного белка OMP16
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1 – маркер молекулярного веса; 2 – до индукции, 3 – после индукции; 4 – общий клеточный лизат; 5 – включения; 6 – проскок через колонку; 7-9 – отмывка; 10-12 – элюция белка
Рисунок 15 – Электрофоретический анализ полипептидного состава фракций в процессе очистки рекомбинантного белка OMP19

[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\Конструирование статья_2019\L7_L12 очистка.tif]
М – маркер молекулярного веса; 1 – клеточный лизат; 2 – проскок через колонку; 3-5 – отмывка; 6-15 – элюция белка

Рисунок 16 – Электрофоретический анализ полипептидного состава фракций в процессе очистки рекомбинантного белка L7/L12

[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\Конструирование статья_2019\SOD очистка.tif]
М – маркер молекулярного веса; 1 – общий клеточный лизат; 2 – проскок через колонку; 3-5 – отмывка; 6-12 – элюция белка

Рисунок 17 – Электрофоретический анализ полипептидного состава фракций в процессе очистки рекомбинантного белка SOD 
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация26.tif]
М – маркер молекулярного веса; 1 – общий клеточный лизат; 2 – проскок через колонку; 3-6 – отмывка; 7-10 – элюция белка

Рисунок 18 – Электрофоретический анализ полипептидного состава фракций в процессе очистки рекомбинантного белка OMP25

[image: C:\Users\Lab4\Desktop\Безымянный.png]
М – маркер молекулярного веса белков; 1 – клеточный лизат; 2 – клеточный лизат после фильтрации; 3 – проскок через колонку; 4-6 – промывки; 7-8 - элюция белка 

Рисунок 19 – Электрофоретический анализ полипептидного состава фракций в процессе очистки рекомбинантного белка IalB

Как видно на рисунках 14-19 чистота полученных белковых препаратов составляет не менее 90 %. Препараты с такой степенью чистоты пригодны для использования в качестве положительного контроля при постановке вестерн блота и иммуноферментного анализа. На полученные препараты оформлены паспорта (сертификаты) с указанием основных показателей (ПРИЛОЖЕНИЕ Г). 
[bookmark: _Toc22385131]3.2.2 Получение специфических сывороток
Специфические сыворотки были получены на белых беспородных мышах. Для иммунизации препараты очищенных белков соединяли с адъювантом Мontanide Gel01 с конечной концентрацией белка 150 мкг/мл. Иммунизацию проводили четырехкратно с интервалом 2 недели. Полученные сыворотки были проверены в ИФА. Титры специфических сывороток к белкам OMP16, OMP19, SOD, L7/L12, IalB составили 1:40960, 1:320, 1:20480, 1:20480, 1:64000, соответственно. Эксперимент по получению сыворотки к белку OMP25 продолжается. 
[bookmark: _Toc22385132]3.2.3 Определение наличия транзиентной экспрессии целевых белков
На первом этапе исследований была установлена транзиентная экспрессия белков OMP16, SOD, L7/L12, IalB. Результаты были представлены в промежуточном отчете за 2018 год. За отчетный период проведены эксперименты по определению транзиентной экспрессии белка OMP19 (рисунок 20). Как видно из рисунка 20 Б (дорожка 1) в инфицированных клетках после трансфекции экспрессируется целевой белок. Разница размеров между бактериально-экспрессированным белком и экспрессированным в эукариотической системе связана с особенностями используемых экспрессионных кассет. Размеры белков соответствуют расчетным в обоих случаях. Наличие транзиентной экспрессии свидетельствует о корректности используемой плазмиды интеграции. 
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А – нормальная сыворотка; Б – специфическая сыворотка; М – маркер молекулярного веса белков, 1 – лизат инфицированных вирусом оспы овец клеток через 48 ч после трансфекции соответствующей плазмиды интеграции; 2 – лизат клеток ТЯ (контроль клеток); 3 – лизат клеток ТЯ, инфицированных вирусом оспы овец (контроль вируса); 4 – бактериально-экспрессированный белок (положительный контроль).

Рисунок 20 – Иммунодетекция целевого белка OMP19 при транзиентной экспрессии в поксвирусной системе

[bookmark: _Toc22385133]3.2.4 Оценка уровня экспрессии целевых белков рекомбинантными вирусами оспы овец
В отчетный период начаты работы по определению уровня экспрессии целевых белков рекомбинантными вирусами. С этой целью были использованы два рекомбинантных вируса rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5) и rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5). Рекомбинантными вирусами были инфицированы две линии клеточных культур: ТЯ (пермиссивная) и L929 (не пермиссивная). Рекомбинантные вирусы эффективно реплицировались в клетках ТЯ, вызывая цитопатический эффект в монослое (рисунок 21 Б), в то время как в монослое клеток L929 цитопатическое действие вируса не выявлено (рисунок 21 Г). 
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А, Б – клеточная линия ТЯ; В, Г – клеточная линия L929; А, В – не инфицированные клетки; Б, Г – клетки, инфицированные рекомбинантным вирусом rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5)
Рисунок 21 – Монослой клеток ТЯ и L929 через 72 ч инкубации

Проведен сбор образцов для анализа методом ОТ-ПЦР и вестерн блота для оценки экспрессии целевых генов как на транскрипционном уровне, так и на трансляционном. Работы в данном направлении продолжаются.  
[bookmark: _Toc22385134]3.3 Оценка стабильности рекомбинантных штаммов вируса оспы овец
В отчетный период начаты работы по определению стабильности полученных рекомбинантных штаммов. 
С этой целью проведены пять последовательных пассажей для рекомбинантных вирусов rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5) и rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5). На первом и пятом пассажных уровнях проведен ПЦР анализ по определению структуры локуса и наличию в вирусном геноме целевого гена. Результаты приведены на рисунках 22, 23.
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А – анализ на наличие целевого гена omp19 в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль

Рисунок 22 – Результаты ПЦР анализа рекомбинантного вируса rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5) при определении стабильности 

[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация43.tif]
А – анализ на наличие целевого химерного гена omp19/sodC в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль

Рисунок 23 – Результаты ПЦР анализа рекомбинантного вируса rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35B5) при определении стабильности

Как видно из рисунков 22 и 23 оба анализируемых рекомбинантных вируса        rSPPV(TK-)omp19 и rSPPV(TK-)omp19/sodC остаются генетически стабильными на протяжении пяти последовательных пассажей (срок наблюдения) в культуре клеток ТЯ. Исследования в данном направлении продолжаются.
[bookmark: _Toc403067507][bookmark: _Toc22385135]4 Обобщение и обсуждение результатов
Одним из важных достижений технологии рекомбинантых ДНК является возможность интеграции чужеродных генов в вирусные геномы. Это позволяет использовать вирусы в качестве векторов для доставки антигенов. Одним из первых вирусов, на примере которого была показана возможность такой замены без потери жизнеспособности рекомбинантного вируса, был вирус осповакцины. В настоящее время в качестве векторов используют также вирус гриппа, аденовирусы и др. Потенциальными векторами являются многие ДНК-содержащие вирусы, реплицирующиеся в ядре или цитоплазме. Первые во многих случаях могут быть интегрированы в клеточную ДНК, что может привести к персистенции вируса и клеточной трансформации. Этот факт – хороший аргумент в пользу выбора «цитоплазматических» вирусов, таких как вирусы оспы, которые являются наиболее крупными вирусами животных. 
В рамках реализации данного проекта запланировано получение рекомбинантных вирусов оспы овец, в геном которых будут интегрированы гены, кодирующие протективные белки бруцелл. В работе будет использован аттенуированный вирус оспы овец, штамм НИСХИ, который длительное время используется для изготовления живой вакцины. Выбор протективных белков бруцелл основан на литературных данных, а также на результатах исследований, полученных учеными НИИПББ. 
Для получения рекомбинантых штаммов вируса оспы овец были использованы полученные нами ранее интегративные векторы pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-omp25, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB, pIN-TK-omp19&SOD. Данные плазмиды обеспечивали интеграцию в вирусный геном одного из целевых генов. Конструкция pIN-TK-omp19&SOD кодирует рекомбинантный белок, представляющий собой соединенные линкером из 6 аминокислот (GGGGSS) белки omp19 и SOD. Использование данной конструкции позволило встроить в вирусный геном одновременно два гена кодирующих протективные белки. Корректность экспрессирующих кассет интегративных векторов pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB была подтверждена как секвенированием, так и транзиентной экспрессией целевых белков в инфицированной вирусом культуре клеток через 48 часов после трансфекции. 
В отчетный период нами получены рекомбинантные вирусы оспы овец                 rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5), rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5), rSPPV(TK-)omp16 (клоны 61С5, 61D4, 62C5 и 62D5), rSPPV(TK-)omp25 (клоны 33А1, 33С6), rSPPV(TK-)L7/L12 (клон 60D3), rSPPV(TK-)SOD (клон 52С5), rSPPV(TK-)IalB (клоны 58С4 и 59D3), в геном которых были интегрированы гены, кодирующие антигенные белки бруцелл. 
Установлено, что рекомбинанты rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5), rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5) генетически стабильны. Начаты эксперименты по оценке экспрессии целевых генов данными рекомбинантами. Вирусы депонированы в Коллекции микроорганизмов НИИПББ КН МОН РК.
По данным ПЦР-анализа в геном рекомбинантов rSPPV(TK-)omp16 (клоны 61С5, 61D4, 62C5 и 62D5), rSPPV(TK-)omp25 (клоны 33А1, 33С6), rSPPV(TK-)L7/L12 (клон 60D3), rSPPV(TK-)SOD (клон 52С5), rSPPV(TK-)IalB (клоны 58С4 и 59D3) интегрирована вся плазмидная ДНК, и они остаются пока генетически нестабильными. Работы по получению стабильных рекомбинантов продолжаются. 
Для проведения работ по оценке уровня экспрессии целевых генов получены очищенные бактериально-экспрессированные белки бруцелл и специфические сыворотки к ним. Получены образцы для оценки в динамике уровня экспрессии целевых белков вирусами rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5), rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5). Работы в данном направлении продолжаются.
Запланированные на отчетный период работы выполнены в полном объеме. Согласно календарному плану опубликована одна статья в издании, рекомендованном ККСОН: Исабек А.У., Тайлакова Э.Т., Шыныбекова Г.О., Строчков В.М., Червякова О.В. Экспрессия и очистка белка IalB Brucella spp // Вестник Карагандинского государственного университета. Серия «Биология. Медицина. География». – 2019. - №3 (95). – С. 59-65. ISSN 2518-7101


[bookmark: _Toc22385136]ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании результатов проведенных исследований можно сделать следующие выводы:
1 Получены рекомбинантные вирусы оспы овец rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5), rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5), rSPPV(TK-)omp16 (клоны 61С5, 61D4, 62C5 и 62D5), rSPPV(TK-)omp25 (клоны 33А1, 33С6), rSPPV(TK-)L7/L12 (клон 60D3), rSPPV(TK-)SOD (клон 52С5), rSPPV(TK-)IalB (клоны 58С4 и 59D3).
2 Установлена генетическая стабильность вирусов rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5), rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5). Вирусы депонированы в Коллекции микроорганизмов НИИПББ КН МОН РК (ПРИЛОЖЕНИЕ В).
3 Получены очищенные бактериально-экспрессированные белки бруцелл и специфические мышиные сыворотки к ним для использования в качестве контролей при постановке вестерн блота и ИФА (ПРИЛОЖЕНИЕ Г).
4 Собраны образцы для оценки в динамике уровня экспрессии целевых белков вирусами rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5), rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5).
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_________________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок L7/L12 Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок L7/L12 Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli T7, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
___________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)              прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                      бесцветный
Внешний вид (форма)                  жидкая
Содержание белка                        208 мкг/мл
Объем                                            6,7 мл
Состав буфера                              20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                        натрия, рН 7,4

Чистота                                          >90% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 15,7 кDa 
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация5.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов 
                                                     замораживания-оттаивания.


_________________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок SOD Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок SOD Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli T7, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
__________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)            прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                   бесцветный
Внешний вид (форма)               жидкая
Содержание белка                    362,2 мкг/мл
Объем                                         27 мл
Состав буфера                           20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                     натрия, 4 М мочевина, рН 7,4
Чистота                                       >90% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 20 кDa
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация3.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов
                                                     замораживания-оттаивания




_____________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок Omp16 Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок Omp16 Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli T7, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
__________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)            прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                   бесцветный
Внешний вид (форма)               жидкая
Содержание белка                    311,2 мкг/мл
Объем                                         11 мл
Состав буфера                           20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                     натрия, 4 М мочевина, рН 7,4
Чистота                                       >95% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 19 кDa
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация4.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов
                                                     замораживания-оттаивания


_________________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок Omp19 Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок Omp19 Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli T7, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
__________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)            прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                   бесцветный
Внешний вид (форма)               жидкая
Содержание белка                    335,2 мкг/мл
Объем                                         23 мл
Состав буфера                           20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                     натрия, рН 7,4
Чистота                                       >90% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 20 кDa
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация6.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов
                                                     замораживания-оттаивания


_________________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок Omp25 Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок Omp25 Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli ER2566, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
__________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)            прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                   бесцветный
Внешний вид (форма)               жидкая
Содержание белка                    212,6 мкг/мл
Объем                                         23 мл
Состав буфера                           20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                     натрия, 4 М мочевина, рН 7,4
Чистота                                       >90% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 21 кDa
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация2.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов
                                                     замораживания-оттаивания


_________________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок IalB Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок IalB Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli ER2566, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
__________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)            прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                   бесцветный
Внешний вид (форма)               жидкая
Содержание белка                     300 мкг/мл
Объем                                         50 мл
Состав буфера                           20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                     натрия, 4 М мочевина, рН 7,4
Чистота                                       >90% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 23 кDa
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\Презентация1.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов
                                                     замораживания-оттаивания
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- IPTG:
1.2 [Tz ovucmcu Genxos
- Gydepl: g1 mazmca xaerox [100 yM xprc HCI pH 8.0, 150 1M NaCL 1% tprron X100, 1%
asaexcuxenar varpax (T0OX)];
- mazommy (Sigma):
] - Gydep 2: a1a npomerssw K1eTox [100 3M 1pAC HCLpH 8.0, 150 MM NaClL 1% tprros X100
: - Gydep 3: anx mpovsiexi xretox [100 M Touc HCIpH 8,0, 1 M NaCIJ:
- Gytep 4: a11 npovexa xerok [50 MM tpmc HCLpH 7.51:

B - ydep 5 a3 comeQRzANR, exos [20 MM ocdaTusi Gy beprsii pactzop pH 7.4, 300
1 M NaCl, 8 M owermmsi, 5 yM mimaasona pH 7.4

- - Gocipatsnii bydeprani pactzop (P5P);

R - Ni-NTA Agarose (Qiagsn):

s - Gydep NBB [20 5M 5P, 300 M NaCl, 5 M mmzazo, pH 7.4

E - Gydep NWB [20 M PP, 300 yM NaCl. 15 uM mumzazon, pH 7.4];

E - Gydep NEB [20 3 ®EP, 300 3 NaCl, 500 3 mumzazos, pH 7.4];

B - Gydep DBB [20 M 5P, 300 M NaCl, 8 M sosesmmsr, 5 yM mmaazon, pH 7.41:

4 - Gydep DWB [20 yM ®EP, 300 M NaCl, 8 M siomemmms, 15 yM mmaazos, pH 7.4];

E - 6ydep DEB [20 M PEP, 300 3M NaCl, 8 M svonermma, 500 ;M mumzazon, pH 7.4];

kS - 6ydep 6 [0.5 M NaOH]

B 2. Meroam

E 2.1. Tlomyente NpCHARATHRRARS KOTHTCCTE OMHIICHNEIX PeKOMOHHARTHED 6e1xor Qmpl6 1
E Qmpl19

i 2.1.1 xenpeccns pexoMOHHANTHEX 6eTx0R
TmimeprmoRsIi cTox KieToK (5 M) NPOMIEOACTECHHOTO Ganka BRoCAT & 30 31 cpeast LB
i coaepmamedi 300 MKT/AT KAHAVFINA 1 HHKYOHpYIOT B TeteRe Howm npy 37 °C na mefikepe A1t
; ‘noTyemn BOTHOR KysTypaL. HoTHYIo KyISTypY passomat cpeaoii LB-kan50 & coorsomernmn 1:50
(x 196 31 LB cpeas: 706aBzaen 4 M7 HOTHOR Ky ToTYpEL), HOCTE 1Iero KICTKH BHPATHEAIOT IpH 37
“C 20 OD600=0.6-1 a meiixepe (200 ob/m) B TeucHme 4 wacos. OKCUPECCHIO HEAYIHPYIOT
Aobasnenmest 0,67 M HITTT (sa 200 361 o 200 3 1M HITTT) npozomaaor WY SHRQEAHHS TpH
37 °C & Tesenue 4 wacos. Jlo MHAVKUMN H HOCTe OKOTGHEA SKCTpECcHH oToMpaOT To 20 M
cyenemsmm keTox A1 amamiza & JHC-TIAAT. Kaersu cobmpasor nemtpryrpozanmest mpn 4000
0b/sum B Teserme 20 ammyT. OBpazIB! 417 2HATHIA 1 OCAAKH KICTOK XpanaT npH mmyc 20 °C 20
PgT——

2.2 Ownerxa pexoMOmHARTHEX Gex0R

2.2.1. JTasmc xneToK 1 COTQOAAMIANA, 66108

Jlis paspymieHHs MpOrpeTEIi A0 KOMHATHON TEMIEPaTypsl BIGKHBI OCAIOK KIETOK
pacTeopmoT & Gydepe 1 (3 pactera ma 2 r xaetox 30 3 bydepa 1). K moyuemmofi cycnemsma
A0BABIMOT THOMAM 0 KoHeTHOR KomueHTpam 1 3r/x. Jatee IPOBOIAT ABYKpATHO Mpomece
aavopaxuBanna-orTansanuz. Kierkn savopazumaior npn mmyc 80 °C » Tesemme 30 mmy,
oTramsaor — npn 37 °C & Tewenme 30 umyT. 3aten cycnenzmo HHKyoHpyIoT npn 4 °C B Tevcmme
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Crnmn 5. Pesacuposatine ~
[ EEREFERE FERTSURE SRR TRRE SURT FURE PURT TRNE ORRT- TR TR RN AERTIRY. B
CooTEETCTRYIOMIX YCT0BMAX.
2.22. TloaroTosxa mmxeneroit arapessi Ni-NTA Agarose 17 owmeri 6exon
HeofXomiioe KOTICCTEO CYCTH3MH QIaposl CHTpMdyrmpyior 2 »um mpm 700xg.
OcTopoHo YOHPAIOT HAAQEAAQHYIY AHAKOCTS. IIpOMMBINOT ABYKPATHSIM OBBEMOM BOTS H
epeHOCAT B XPQMATORRADHICCKYIR, KOTORKY. AFARQ3Y, YPABHOBCHIMBAIOT 5-10-KpaTHEI ObBeMOM
6ydepa NBB (pacTeopmvsic GeTkn — HaTHEHMS yciomns) mms DBB (remsua sxmowcmm —
AemaTypupyiomme yeaopns). ChioTa aFARQ3H roToRa K cnoTsaosammo. Ha 200 M1 McxomHOR
kyTsType 212 Gexa Qmp16 HeobX0MMO 7 M Ca0TL, 213 QP — 2 CMOTEL
2.2.3 OumeTia & HATHRHERS /CHATY PHPYIOIINX YCIORHAX.
Toaysermsie GemkoRsie ppaxuy GHIBTPYIOT Tepes GHISTPS ¢ Aaverpos nop 0,22 Mt 1
HacTamBaior onomKy c araposgfi. Jaiee cyomy mpommaor 10-kparEEns ofsevoM Gydepa
NWB/DWB. beox 2moHRYior S-kparasnt obsevon Gyepa NEB/DEB. Pacteop Gemxa
CTepuTIRyIoT GHTBTPOBAHHEM Tepes MeMOpaRHBLe GHTBTPE ¢ FMaMeTpon mop 0,22 M
2.2:4 OsmeTxa comst
Jl13 OTACTKH HEMOTR0BAHHYIO CMOTy samMBaior J-kparmsnt obsevoy 0,5 M NaOH m
mEKy6mpyioT B Tevente 30 MEHYT NpH KoMHATHOF Tevmeparype. Jlaee MPOMBIBANOT S-KpATHEDL
OBBeMOM THCTHTHpORAHNO BoZbL. OMMIIeRHYIo Caoy xpanaT npi 4 °C & OZHOKpaTHOM ObBeME
pacTzopa NBB/DBB, 70 c1eaylomero AenoTssosasm

3. Peayastarst paGor
B pesystate sxcnpeccun pexoyGHmHanTHOro 6e1xa Onip16

B pesymtate sxcnpeccun pexoybHEaRTHOro 6e1Ka Onipl9
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1.1 Tlo pnopirery: 4. Hayia o s  3xoposse.

12 Tlo nownpropiey: 4.1 QYIANEHTATIGC W TPHKIIAIC HECAESORA B OOTACTH
Gronori:  BuowMeCIe, IOHOTONICKIE N MOFCKYASDHO-TEHETINEEKIE  WEXBIINS
RCToeT. WiKpoTrUOR, FPWon W oRopctll. Teopeicane . tpaieTEe

13 Mo towe mpocc: JGAPOSIIG  dKoncrpywposamme  perowwmaiin
KATPUIOKCOHPYCOS, SECTpECCHpYIOUINX NPOTEKTHBHSE aHTATEHN Bricella pp., # OySEHHE WX
moyHOBHOOTeCKX COOACTE

1.6 O61uan cywva TpocKTa 36 000 00D (TPHULETS TCTs MIIAHOROR) TEHTE, B TOW e ©
PeIHBROH Mo oMM, A1 SR PABOT COFRRCHD MyHTY 3

-1 2018 ron -  cywe 12 000 000 (TlscHaniars wAmHONOS) TeHTe;
~1 2019 ron - 5 cyse 12 000 000 (lacranuars winono) eare;
-1 2020 rox -  cyece 12 000 000 Tleranuars wnonion) eure

2. XapaKTepHcTIKA Hay-IO-TexiYecKol POy 10 KBATHBHKTHOMHLN

21 Hanpucive paGors KoTROmBRRS SRauGHIBITIS s EapARRCIEY=on
Wiy wx cooficra
122 OGS IpHMENEHIAR MeZHLICKAA/bTEPHHADHAN BHPYCOTOTIR, BIELIHOROTHS
23 Konewsa pesyrorars
~'38 2018 rox: Tl WiTerpaH 448 pekONGHHALI FeioNa Bipyca ocnit oses, |
rarua  eypuasax, pexowennyewtx KKCOH MOH PK;
- 58 2019 10X PEXONGHNINTHSI LITQHS BUPYCA OGTI OBEN KOMPYIOMIE EACRHE
reus, | crarus n xypanax, pexosenmyewsr KKCOH MOH PK;
- 3 2020 roz: XapaxTepUCTIKE peKOMGHINTIL LITIMMOB 10 YPOBIIO SKCTDECCIL
Heneoux 66708, CTASWIIORTH, INNUORCHIOCTH M NOTEKTUBHOCTH, 2 CTITHH B KypHwIE:
«WVeserinary Imminology and Immunopathologyy, «Research in Veterinary Sciencen, (The Vetrinary
Jousmal (Scops), coxaa KA a wiOBpeTCHHE,
24 Tatewocnocobuocrs: wcorss
25 Haysso-rexsurccio ypovens (1omusia): BUpYE 0G4 0bel OYAeT Bposie HCrOTSS0Bal
478 WCTpecCHH MPOTEKTHARASK GETK09 GPYIERA, 4TO TIOTBONT N0 TS YHMKATEYIO BEETOPHYIO
BRIy FPOTH SRR RGO 1 HeR00CK.
26 Wononssosaine ayso-rexsiaseckol IpOTYKUNN OEYUESTBIRETCR:  Jakasuikon
Henonmesew.
2.7 Bu wcnonsaoasns pesyraraa vayot 1 (1) Hayo-TexuseCkoll AeSTenLHOCTH
er n pekoNGHITHAG WTRNMS SHpYEA oo OB€l
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A.Y. HUcabex, D.T. Taitnakosa, I'.O. IIprasIGexoBa, B.M. Crpoukos, O.B. Yepssikosa

Hayuno-uccnedosamenscruii uncmumym npoéaem Guonozueckoi Gezonactocmu,
nem. I'sapoedickuii, Kaméouickas o6aacms, Kazaxcman
(E-mail: isabekova_aisha@mail.ru)

Jxcnpeccns u ouncTKa 6eaka lalB Brucella spp.

B nocnennne roasi naGmonaercs samerioe PAcrpoCTpaHeHue 0co00 ONacHbIX HHPEKUHOHHBIX GoNe3Hei, ko-
TOpBIC HAHOCAT 601BIIOI SKOHOMUUECKHIT yIIEPG KHBOTHOBOJCTBY. BaskHel UMM U epcneKTHBHBIM METO0M
GOpbObI ¢ HHEKUHOHHBIMY GONIE3HsAMHU ABASETCS mMyHonpoduiaktuka. Herosb3yembie B nacTosmee Bpemst
BAKLMHDI UL POGUIAKTHKN GpyLeniésa TpeGyioT cBoero NPHHIMIHAIBHOTO H3MEHEHHS M COBEPLIEHCTBO-
BaHusl. OMHO M3 MEPCIeKTHBHBIX HATPABIEHHIT 1K paspaboTke Ge30macHbix i SPGEKTHBHBIX CPEACTB npo-
(HNaKTHKM — HCMONB30BAHME TIPOTEKTHBHBIX AHTHICHHBIX GE/KOB Brucella spp. Llenbio 1anHbIX Hcenen0sa-
HHUIT SBJIANOCH MONyYeHNe PeKOMOHHAHTHOTO Genka lalB Brucella spp. metonom GaxTepuanbhoii 9KCIpeccuu
B Escherichia coli. B pesynvrare MPOBEACHHBIX HCC/IE/I0BAHUI IeH. KOTOPLIH KOAMPYET HHBA3HBHbIH Oe10K
lalB, Gbut avmnduuiposan ¢ renomHoi JHK Brucella suis n knonuposan B GakTepHanbHEIi SKCpeccHpy-
1ot Bektop pET28b (+). OtpaGoransr ontumansubie YCIOBHA SKCNPECCHH LIENEBOr0 F'eHa B KieTkax E. coli,
wramm ER2566 1 yciioBust 04nCTKH pekOMOHHAHTHORO Gelka — MeTonoM metant-adpgunnoit xpomarorpa-
(un. Crenens ounetkn Geka coctasuia He Meree 95 %, Hpn ummynusaumn pexoMGunanTHev Genxom [alB
B OpraHH3Me Mblliieli BLIDaGAThIBAIOTCA AHTHTEIA, KOTOPbIE AETEKTHPYIOTCS B UMMYHO(DEPMEHTHOM aHatu3e.
TMonyyeHnblit pekoMGUHAHTHBIT Genok OyZeT UCnoMb30BaH As pa3paGoTku NPO(UIAKTHYECKHX NPENnapaTos
MPOTUB OpyNENne3a KHBOTHBIX.

Kniouesvre cnosa: pSKOMGMHﬂHTHHﬁ 6enok, KIIOHHPOBAHHE, IKCIIPECCHS, 6pyue:mcz. AHTUTE/A.

Beseoenue

Bpyuennes apnsiercs GakrepuansHoit DonesHbio, HaHOCs el GOMbLION 3KOHOMUYECKHMIi yiepb KHBOT-
HOBOACTBY. OObeAHHEHHBIIT KOMUTET 3KkcTepToB DAO MH(OPMHUPYET O MOBCEMECTHOM PACTPOCTPaHEHIH
Opy1enesa cenbCKOX03sHCTBEHHbIX JKHBOTHBIX [1,2]. B Kasaxcrane 6pyuenes PperucTpupyeTcs npakTuye-
CRH Y BCEX BULOB CE/ILCKOXO3AICTBEHHBIX 1 JIOMAIIHIX KHBOTHBIX (KPYIHBII poratblii CKOT, OBL[BI, KO3bI,
CBHHbH, CCBEPHBIC OICHH, MapaJibL, JI0LIaAH, BepOobl, skH, OyiiBornbi, 3e6y, cobau). DIH300TONOrHYECKH
H SKOHOMHYECKU HauGOIee 3HAYHMBIM SABJISETCS GPYyLeNies KpyTHOro poraroro ckoTa [3-6].

BaskHelflunm M nepeneKTHBHBIM MeTOI0M GOpLObI ¢ MHPEKLUMOHHBIMU GOME3HSMH SBIAETCS HMMYHO-
npodunaxtuka. [TpoTB GpyLeniesa B pasHoe Bpems G0 NPEeINOKEHO 3HAYNTENTbHOE KOJIMYECTBO MHAKTH-
BHPOBAHHBIX 1 JKHBBIX BakMH. Hanbonbluee npusnanne Bo Bcem Mupe monyunna skMBast BakLMHA NpoTHB
Opyuennesa 13 aTTeHY HPOBAHHOTO AT/ IIOTHHOIEHHOTO MITaMMa B. abortus 19, KoTopast IUPOKO PUMEHSIACH
8 CCCP, CLIA 1 MHOTUX ApYTHX CTpaHax Mipa. CyIHIECTBEHHBIM HEOCTATKOM 3THX BAKLIMH SBISETCS HATH-
HH€ B KPOBU MMMYHH3HPOBAHHBIX JKUBOTHBIX aHTHTEN, BBISBIISIEMBIX B CEPOIOTHUECKUX PEAKLHAX, MIPHHSTBIX
AL THarHoCTHKM GpyLesiiesa, 3aTpy AHAIOWINX ONpeIeieHHe SMH300THIECKOro CTaTyca )KMBOTHBIX 110 Gpy-
uemnesy 7, 8].

Taxum o6pasom, 3azaua cosnanns sdhekTUBHOI 1 Ge3onacHoi BaKLHHBI NPOTHB OpyLieniesa octaeTcs
aKTYaNlbHOIM. B CBSI3M ¢ 9THM TOCTOSHHO MPOBOASTCS HCCIIENO0BAHUS 110 KOHCTPYHPOBAHHIO HOBBIX H COBEp-
HICHCTBOBAHUIO MPOTEKTHUBHBIX CBOHCTB UMEIOLUNXCS BAKLMH, KaK ISt JIOJe, Tak W [UTA JKMBOTHBIX. ITep-
CHEKTHBHBIM HarpaBeHHeM paspaboTKH 3 eKTHBHBIX BAKUMH MPOTHB HH(MEKLIHOHHBIX 3a00J1eBAHMI SBIIs-
CTCA CO3/IAHNE ATTEHY HPOBAHHDBIX PEKOMGHHAHTHBIX BEKTOPOB, OCY LIECTBSIOUIUX JOCTABKY B OpraHU3M Ipo-
TEKTHBHLIX aHTHI'CHOB, C KOTOPBIMH CBS3aHO (hOpPMUPOBaHHE NPOYUIAKTHIECKOrO HIIM J1e4eGHOT0 adpekra
BakUUHALMK [9].

Ha ceronnsimnmii newnb Gbi10 BbIBIEHO CBbime 10 3awmuTHBIX 6ekos Brucella. Kak W3BECTHO, UHBA-
3uBHbIif Genok TalB (BMEI 1584) Tatoke ABAseTCS IPOTeKTHBHBIM aHTHIeHOM Brucella, KOTOPBIH JOKaIH30-
BaH B LIATOMNA3MATHYECKOH MeMOpate. JIaHHbIii GeOK HAEHTHYEH ¢ OCHOBHBIM (aKTOPOM BHPYJICHTHOCTH
Bartonella bacilliformis, kotopwiii urpaer OCHOBHYIO pOJIb B MH(OULHMPOBAHHH JPHTPOLIHTOB HYeiOBEKA
[10, 11].

Llebio IaHHBIX HCCEN0BAHMIT SBISIOCH nonyueHue pexombunanTroro Genka lalB Brucella spp. meto-
JoM GakTepHabHON Kenpeccut B E. coli.
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Koncmpyuposanue sxcnpeccupylowe2o éekmopa u cozoanue wumamma-npooyyenma E. coli. Hykneotna-
HYIO M0C/Ie/I0BATEbHOCTh, KOAMPYIOLLYI0 pekoMOuHaHTHBIH Gesok lalB, amMmuinduLupoBan ¢ reHOMHOM
HHK B. suis, mramm 1330 — ¢ ucrions3oBannem npaiivepos (FP-tetagatctageeteectgecegg, RP-acggtcgacet-
tggtcaatgectg) u KIOHMPOBAIM B Skcnpeccupyoiiii Bekrop pET28b(+) (Novagen) no caiitam BamHI — Sall.
KoppekTHOCTb MoMyyeHHOI KOHCTPY KUK MTOJATBEPK A CEKBEHUpOBaHueM. 3ateM Bektop pET28/Bru-lalB
TpaHC(hOPMUPOBATH B KOMIETEHTHbIE KieTKH E. coli wramm ER2566 (NEB).

Oxenpeccus u ouucmra pekombunanmnoeo benxa. Knetku E. coli, wramm ER2566, TpancdopMupopan-
Hble BekTopoM pET28/Bru-lalB, Beipaiusany B cpese LB-kan50 (comeprkanne kaHaMuLMHa SO MKI/MiT) pu
37 °C na weiikepe (250 06/mun) 1o OD600 = 0,6-0,8, 3atem noGasnennem UITI 1o KOHeuHO#t KOHILIEHTpa-
i 1 MM HHIYUMpOBaH 9KCMPECCHIO LeIeBOro reHa. HAYUMPOBaHHYIO KyJIbTYpy MHKYGHpPOBANH B Teue-
HHE 4 4 MPH TeX ke yCnoBHAX. 3aTeM KJIeTkH cobupann ueHtpudyruposanuem u xpanunu npu —70 °C 1o
HCIOJTb30BaHUA. PacTBOPUMOCTL peKOMOMHAHTHOrO GeNka OMpeleNsii C HCIOJIb30BAHHEM peareHTa
B-PER® Bacterial Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific, CIIIA) coracHo HHCTpPYKLIMH NPOH3BO/H-
Tesst. JUs 04MCTKH pekoMOMHaHTHOTO 6elika 0calok KJIeTOK pecycrieHauposanu B 6ydepe (100 MM Tpuc
HCI pH 8,0, 150 MM NaCl, 1 % tpuron X-100, 1 % JJOX) u3 pacueta 15 M Ha 1 I CBIPOro KIETOUHOTO
ocajka. K nosyuenHoii cycnensun 100aBIisiiv JM30LMM 10 KOHEYHON KOHLeHTpaty# | Mr/mi. JIu3uc kietok
OCYMIECTBJIAIH IyTeM ABYKPAaTHOro 3amopaxunsanus (=70 °C) — orrausanus (+37 °C) cycnensun. Opakuuio
PacTBOpPHMBIX O€/KOB Monydaid LeHTpH(yrupoBanueM jm3ata kietok npu 10000x g B Teuenue 20 mMuH.
OunicTky Oesika MPOBOAMIN METOAOM MeTai-ahGUHHOH Xpomarorpadun ¢ mcronbzoBaHuem HisPur™
Cobalt Superflow Agarose (Thermo Scientific, CLLIA) B HATHBHBIX YCJIOBHSIX COMJIACHO MPOTOKOY MPOM3BO-
aurens. nekTpodopeTHyeckuii aHaIm3 noaunenTuaos npopomuiu B 12 % JCH-TIAAT B neHaTypupyroumx
peayuupyouux yenosusax no Laemmli [12]. JTns Busyanuzaiuu 6eJK0B HCMOIb30Bail okpaumunBanie Coo-
massie G-250. ITo MHTEHCHBHOCTH OKpALIMBAHHs GEIKOBBIX T10JI0C ONpPeaEsIAIN YUCTOTY LeeBoro Geka.

Hvmynuzayua moluceti. B HccneoBaHMN HCMONB30BaIM OECIOPOHBIX OeNbIX Mbliueil (caMku, 6-8
Henenb, Macca 18-20 r). OunieHHblit Genok coeHsIH ¢ agbtoanTom Montanide Gel 01 (SEPPIC) B coot-
Homenuu 9:1 (06./06.). Koneunas koHuenTpauus Geska coctaBuia 180 Mkr/mi. UMMy HH3aLMIO MPOBOAMIH
TMOZIKOKHO TPEXKPATHO B 103€ 25 MKI Oeika. 3a00p KpoBH MPOBOJAMIIN W3 XBOCTOBOH BeHBI. ChIBOPOTKH Te-
cruposanu B MDA nHa Hanuune anrures. [lepuon HabmoneHus — 36 queii.

Hmmynogpepwenmuerii ananus. Jinst nocraHoku UDA 96-mynounsie mnanmetst (TPP, peitnapus)
CeHCHONTH3UpOBATH pekoMOHHAHTHBIM GestkoM lalB. C 5Toif Lenbio B KaxayIo JTyHKY [IaHIIETa BHOCHIIH 110
100 Mk kapGonaT-6ukapGoHaTHoro Gydepa, coaepikaliero 2 MKIr/Mil pekoMOHHaHTHOro 6enka lalB. TTnan-
WeThl HHKYOUPOBaIN B TeueHHe Houn npu 4 °C. 3aTeM IUIaHIIeThl TPEXKpaTHO oTMbiBaik Gypepom TBST
(150 MM NaCl, 20 MM Tpuc-HCI, pH 7,5, 0,1 % TB1H-20) 1 GI0KHPOBaJIH, BHOCS B K&KIYIO JIYHKY 110 100 MK
Grnoxupytouero 6ydepa (150 MM NaCl, 20 MM tpuc-HCl, pH 7.5, 5 % 0Ge3xupeHHOe cyXoe MoJoKo). JIBy-
KpaTHbIC pa3BEICHHS HCCIIEyEMbIX CbIBOPOTOK BHOCHIHN 1o 100 MKJI B JIyHKH TIaHIIeTa, HHKYyOUpOBaIn B
Tevenue 1 4 npu 37 °C. Tlocsie TpeXKpaTHOM OTMBIBKH B JIyHKH TUIAHIIETa BHOCHIM KOHBIOTAThl AHTHUMbILLIH-
HbIx 1gG ¢ menounoli docdarasoii (Sigma, CILIA) B pazsesernn 1:5000 1 uHKyGHpoBanu B Teuerue 1 4 npu
37 °C. IlnaHuweTsl OTMbIBANM TPeXKpaTHO M BHocHaM ro 100 mkn cyGerpara st wenouHoii pocdatasbl
(pPNPP) (Sigma, CLLIA), nuxy6uposani 30 MmuH. Onruyeckyo miotHocTh (OIT) H3Mepsui ¢ MCNOJIb30BaHHEM
MHKporTaHieTHoro pujaepa ImmunoChem-2100 npu annte BoaHs! 405/630 HM. THTPOM cuHTAI HAUGOTb-
1iee pasBeieHHe ChIBOPOTKH, B KOTOPOI ONTHYECKAs IUIOTHOCTD CMELM(HUYECKOIl CHIBOPOTKH B [Ba U Gonee
pa3 MpeBblLIANA TAKOBYIO HOPMAIbHOH CHIBOPOTKH.

Pesynemamut uccnedosanuii

AMnuKaLUIO HYKIEHHOBOM MocienoBaTebHoCTH reHa lalB nposoaunu metonom TP B o6beme
50 Mk 5 Mk 10x 6ydepa, 1 Mk 10 MM emecu fHTD, 110 1 MKJI psiMOro 1 06paTHOTO npakMepos, 2.5 efl.
Tag-nionumepasel, 1 mxr THK, Boabt 10 50 M1, Temmneparypbiii pesxxum: 94 °C — 2 Mun; 30 uukios 94 °C —
30 ¢, 50 °C — I mun, 68 °C — 1 mun; 68 °C — 7 MuH.

B pesynbrare [P nomyumnu npoaykT pasmepom npubansutensHo 490 m.o. (puc. 1). PacueTHsrii pas-
mep rena lalB cocraBnser 489 m.0.
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Okcnpeccus 1 ouncTka Genka lalB Brucella spp.
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M — mapkep pasmepa pparmentos JJHK; / — ITLIP-npoaykT (ren IalB)

Pucynox 1. DnekTpoopernueckuii ananis npomykTos amnindukaiiu rexa lalB

Amnnuduumposanusiii gparment JHK k1oHMpoBanu B riasmumHblii IKCMPECCUPYIOWHUIT BeKTOp
pET28b(+). onyueHHas pekoMGHHAHTHAS MIa3MHAA BKIIOYAIA HYKJICOTH/IHYIO TIOCJIE10BATENILHOCTD Oelika
lalB non kontponem npomotopa T7. Ha N- 11 C-KoHLaX aMMHOKHC/IOTHAS! [OC/IEI0BATENLHOCTD HMEET MHCTH-
nuHoBele Taru His6 (puc. 2).

T7 terminator
I” ~ His6
Wi lalB
/" Hise
kanr N 17 promoter

pET28/Bru-IalB
5806 bp

pBR322 origin 5 lacl

PBR322 origin — caiit nayana periukaLmu; kan r — reH yCTORUMBOCTH K KAHAMHLMHY;
lacl — ren penpeccopa nakTo3Horo onepona; 77 promoter — NpoMoTop dara;
T7, T7 terminator — TepMHHATOP TpaHCKpUILwH dara;
T7, IalB — BCTpoeHHbBIH peKOMGHHAHTHBIIT TeH;
lalB, His6 — nocnenoBare bHOCTb, KOAHPYIOLIAs FeKCArMCTHIMHOBBIH Tar

Pucynok 2. Kapra nnasmuast pET28/Bru-lalB

Tosyyernas B pesynbTaTe KIOHHPOBAHHS MIa3MUAa Oblia TpaHCHOPMUPOBAHA B KeTKH E. coli mramMm
ER2566. Mnaykuus sxcnpecenn uenesoro rexa UITTT npusoamna k HapaGoTke GeKOBOro MpOayKTa pa3me-
pom okoo 21 kJla, 4TO COOTBETCTBOBATO pacueTHOI BEIMUMHE MOMEKYJSAPHOTO BeCa PeKOMOHHAHTHOTO
Genka (puc. 3).
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M — MapKep MOJIEKYJIApHOro Beca GenkoB; I — NN3aT KJETOK 0 MHAYKUMH SKCNIPECCHH:
2 — nu3aT KIETOK Nocsie HHAYKLUH SKCTIPECCHH, pekoMGHaHTHBIH Ge0K TalB 06G03Hau€eH 3Be310UKOI

PucyHok 3. nekTpodopeTHecKnil aHaNu3 NONHNCATHAOB KIeTOUHBIX NH3aToB E. coli

C 1e/1bto BBIOOPA YCII0BHH OUHCTKA pexoMOHHaHTHOTO Gelka TalB onpezesii ero pacTBOPHUMOCTD MpH
skenpecent B Kietkax E. coli. KaK BHJHO W3 PUCYHKA 4, Lie/ieBoi GelloK HAKAMIHBACTCA B KJIETKE B PacTBO-
puMoii hopme.

M — mapkep MONEKYJIAPHOTo Beca Genkos; 2 — pacTBopuMas (paxuus 6enKoB;
3 — nepactBopnMas paxuni 6enKos (BKJIIOUEHUS)

Pucynok 4. OnpeiesieHie pacTBOPHMOCTH nesneBoro Genka

Merani-apduanas xpomarorpadus ABIgeTCH BBICOKOCTIELI(DUUHBIM 1 HAJEHKHBIM METOZOM OHHCTKH
PeKOMGUHAHTHBIX OeJIKOB BCIEACTBUE OTHOCHTEJILHO BBICOKOTO CPOACTBA 1 crien(ITHOCTH HEKOTOPBIX Me-
TasoOB K MHUTOIY, COJEPKALIEMY ECTh il Gonee ocTaTkos ructiumHa [13]. Tlpu cosnaHii reHeTHYeCKOH
KOHCTPYKIIMH [U1s SKCTIPECCITH LIEJIEBOrO reHa B cocTas HyKJIEOTH/HOM 110C/Ie/10BaTe/IbHOCTH ObIJTH BKJIIOUEHbL
YUACTKH, KOMWPYIOLIIE TeKCAr HCTHTHOBDIC Tark (puc. 2). DTO MO3BOJIMIIO HCMONB30BATD JUTSL OYMCTKH LieJIe-
BOro Genka MeToa MeTant-ahGuHHOi xpomarorpaduu. OuncTKy Geka MPOBOMIN B HATHBHBIX Y CIOBHAX.

U3 pucyHKa 5 (JIOPOKKH 8, 9) BHIHO, YTO HCTIONB30BAHHBIH METOZ OYMCTKH I03BOIUI MOy YHTH nperna-
paTbl peKOMOMHAHTHOTO Genka ¢ uncToToil He Meuee 95 Y.
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Okcnpeccusi v ounctka 6enka lalB Brucella spp.

%
:

M — mapkep MOEKyIAPHOTO Beca 0eskoB; / — KIIETOUHbIH N3aT; 2 — KJIETOUHbIH JH3aT nociie QuiIbTpauum;
3 — MpPOCKOK uepe3 KOJNOHKY; 4—6 — MNPOMbIBKH; 7—8 — 3IoMpoBaHue Oesnka

Pucynok 5. DnextpodopeTuieckuii aHanus 6ekoBbIX (pakuuii B Ipolecce OUHCTKH Lieesoro Genka lalB

Taroke HaMu GbU1a IPOBE/IEHa OLieHKa CrIocoGHOCTH pekoMOIHaHTHOrO Genka lalB crumynnposars ry-
MOpAsTbHbIil HMMYHHbII OTBET. Il 9TOr0 MbIIIH ObLTH HMMYHH3HPOBAHBI MPENAPATOM PEKOMOHHAHTHOIO
Geska ¢ axploBaHTOM. Hamuume auTHTeN K LeneBoMy Oesiky Ompeesisiin B JuHaMiKke HaunHas ¢ 20-X cyTok
rocie nepBoii UMMYHH3ALHH.

NS, DPI 20
091 o —@—NS, DPI 27
0.8 NS, DPI 34
55 =SS, DPI 20

eSS, DP1 27
" oSS, DPI 34

Toxa3zaTen 0NTHYECKOI IIOTHOCTH

THuTp pa3BeaeHHii CHIBOPOTOK

NS — HopManbHas chiBOpOTKa; SS — crieundiyeckas ceiBopotka; DPI 20 — 20 cyTKH nocie HMMyHH3aLHH;
DPI27 — 27 cyTku nocjie iMMyHu3sauun; DP/ 34 — 34 cyTku mocjie HMMYHH3aUHH

Pucynok 6. Pe3ynbraTel HMMyHO(EPMEHTHOTO aHaln3a

B pesysbTaTe GbII0 yCTAHOBIEHO, UTO PeKOMOUHAHTHBIIT Gesok [alB BbI3bIBAET B OpraHnu3Me JKHBOTHBIX
BbIPAbOTKY crieluduyecknx anTuTes. MakCUMabHEI THTP aHTUTENT B CbIBOPOTKE KPOBH KHBOTHBIX B NDA
oTMeueH Ha 20-¢ CyTKH ¢ Hauala HMMYHH3aLMK i cocTaBun 1:64 000.
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Brigooer

B pesynbTate nposesieHHbIX HccieIoBaHMiT Oblla CO3aHA FeHETHYECKAS KOHCTPYKLMA T SKCIPecCHH
Genxa lalB B kietkax E. coli. OTpaGoTaHbl ONTHMAIbHBIE YCIOBHS SKCIPECCHH H OUMCTKH LEIEBOro peKom-
OunanTHoro Genka. CTenens OunCTKH Geslka COCTaBIIa He MeHee 95 %. TTpu HMMyHH3aIHH PeKOMOHHAHT-
HbIM Genkom [alB B opranusMe MplLel BbIpaGaThIBAIOTCS aHTHTENA, ETEKTUPYEMbIe B HMMYHO(GEPMEHTHOM
ananuse. [TonyueHHble pekomMbuHanTHbI Genok lalB i cienuduueckas cbIBOPOTKa K HeMy Gy IyT HCMOJIB30-
BaHbI 1IPH pa3paboTke MpopUIAKTHYECKHX MPENapaTos NpOTHB OpyLie/iesa sKHBOTHBIX.
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A.Y. Ucabex, D.T. Taitnakosa, I".O. I1IsIHEIGeKOBA, B.M. Crpouxos, O.B. Uepssikoa

Brucella spp. 1alB akybI3bIHBIH 9KCIIPECCHSICHI KIHe Tazauay dici

COHFBL JKbLIAAPHI MAJT IAPYAUIbLTHIFBIHA YIKSH 3UsIH KeNTIPETiH aca KayinTi xyKnansl aypyIapasiH eneyni
Tapanybl Gafikananst. JKyknansl aypynapmMen Kypecy Ll eH MaHbI3[bl JKoHE IEPCIEKTHBTI TaCili — HMMYHIIB!
TYpAE aiablH any. bpylennes aypybii anabi any yulin Kasipri yakeITTa KOJIAaHbUIATHIH BaKUHHATAp TyOe-
reiini e3repyi xoHe jkakcapTy sl Tanan erexi. Kayincis saHe THIMAI anabli any Kypaliap/bl 1aMbITyarbl
Gosalakra KaxeT Garbirrapibii 6ipi — Brucella spp. aHTHreHai aKybi3napabl Konaany. JKYMBICTHIH Mak-
carbl — Escherichia coli nerizinge GakTepnanbl skcnpeccus aiciH naitnanana otelpbin, Brucella spp. 1alB
PEKOMOUHAHTTBI aKybI3bIH ally GO Tabblabl. 3epTTeyIiep HaTHKeciHAe HHBa3KBTi [alB akybI3bIH KO/Tail-
ThiH red Brucella suis renomabik JIHK-Men aMminuuupienin, keifin GakTepusibK IKCIPECCHSIAHATBIH
pET28b (+) BekropbiHa knoHameL PekoMOHHAHTTS aKkybI3 bl MeTaLI-adduuti xpomarorpadus aniciven
Ta3apTyAbIH Kaue E. coli sxacymachinbii ER2566 1taMMbiHaa TYTAc FeHi IKCNPECCHANay AbIH THIMI jKar-
Naifbl TAHIAJIBIN ATbIHALL. AKYBI3/IBI Ta3apTy Jopexeci kem aereuie 95 % kypanst. lalB pekoMGHHAHTTHI aky-
bI30CH MMMYHAQY Ke3iH/le 3ePTXaHANbIK THIIKAHIAP/AbIH aF3achIHAa MMMYHO(EPMEHTTI Ta/lnay1a aHbIKTana-
ThIH AHTHJICHENEP Maiina GonaThiibl KOPCETiAi. ATBIHFAH PekOMOHHAHTTEI aKybI3 MaTIapbli GpyLeiesine
Kapehl MPO(GHIAKTHKANBIK NPenapaTTap/ibl 93ipiey YiliH KOIAaHbUIATbIH GONa bl

Kinm CGE{’L’p' pexomﬁnﬂam‘m AKyBI3, KIIOHAAY, JKCIPECCHs, 6pyuel‘l!l€3. AHTHJIEHEJIED.
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CITPABKA

0 JIeTIOHUPOBaHUK pekoMOuHaHTHOTO wtamma rSPPV(TK-)ompl9/sodC Bupyca
OCIIBI OBeIl, KCTIPECCUPYIOIIMH XUMEPHBIi I'eH, BKIIOMIAOIHIN YacTUYHbIE
HoCieI0BaTeIbHOCTH reHoB ompl 9 u sodC Brucella spp.

Astopsl: O.B. Uepsskosa, D.T. Taitnakosa, I'.O. IlIpiHbI10eK0Ba,
B.M. Ctpoukos, K.T. Cynrankyiosa.

Pexom6unautHbeiit wtamm +SPPV(TK-)ompl9/sodC Bupyca ocmbl oOBel,
IKCIPECCUPYIOWINI XUMEpHBIH TeH Brucella spp. OTHOCHTCS K CeMEWHCTBY
Poxviridae, pona Capripoxvirus. PeKOMOUHAHTHBIH IITaMM IOJIy4eH METOJIOM
TrOMOJIOTMYHOH peKkoMOMHALMK BUPYCHOTO TeHOMa B KyinbType kietok TS n
npe/iHa3Ha4eH [Uisl IPOM3BOJCTBA MPO(UIAKTUIECKUX TTPenapaToB.

Jara nemonmpoBanust 16.10.2019 r., pekoMOMHAHTHOMY INTaMMy BHpYCa
ocnsl oBew *SPPV(TK-)ompl9/sodC npucBOeH perucTpanuoHHbId HOMep M-15-
19/D Konekuuu MHKPOOPTAaHH3MOB Pecry6IHKaHCKOro TrocyAapCTBEHHOIO
npennpusitist Ha [IXB  «Hay4no-ucciaenoBaTenbCcKuit  HHCTUTYT —IpoOiieM
Guonorudeckoit GesomacHocTu» Komurera Hayku MuHHCTepCTBa 00pa3oBaHus U
nayku Pecrny6Gnukn Kaszaxcran (080409, JKamb6Gbuickast obnacts, Koppaiickuii
paiton, n.r.1. I'Bapneiickuii. Temn.: +7(72636) 7-22-28.
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CIIPABKA

0 JIeTIOHUPOBaH1K pekoMOuHaHTHOrO wrtamma rSPPV(TK-)ompl9 Bupyca ocIibl
OBell, PKCIPECCHPYIOLIMH aHTUTeHHbIN Oeslok ompl9 Brucella spp.

Astopsl: O.B. Uepssikosa, D.T. Taitnakosa, I'.O. I1IpiHbI0eK0Ba,
B.M. Ctpoukos, K.T. Cynrankyiosa.

PexomOunanTteiii  wramm  rSPPV(TK-)ompl9 BuUpyca OCHBl  OBeL,
9KCIPECCHPYIOIIUI aHTUreHHbIH Oenok ompl9 Brucella spp. OTHOCUTCS K
cemeiictBy Poxviridae, pona Capripoxvirus. PeKOMOMHAHTHbBIM LITaMM HOJy4YeH
METOJOM T'OMOJIOTHYHOH peKOMOMHALMK BHUPYCHOTO I'€HOMa B KYJBTYpe KIIETOK
TS v npeHa3HAYEH U151 TPOM3BO/ICTBA BaKIIMHHBIX [1PENapaToB.

Jara nenonupoBanus 16.10.2019 r., pekoMOMHaHTHOMY WITAMMy BHpYyca
ocmel oBer] #SPPV(TK-)ompl9 TpucBOeH perdcrpaldoHHbI HoMep M-16-19/D
Konnexnu MHKPOOPTraHU3MOB Pecmy6ikaHcKkoro rocyapcTBEHHOTO
npennpusitus  Ha [IXB  «Hay4Ho-uccienoBarebCkuit  MHCTUTYT —mpobiem
Guosiornyeckoii GesonacHoctu» Komurera Haykun MuHHCTepcTBa 00pa3oBaHHA U
Hayku PecryOmukm Kasaxcran (080409, JKam6buickas obnacts, Kopnalickuii
paiioH, r.r.1. ['Bapaeiickuit. Ten.: +7(72636) 7-22-28.
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